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・cAMP：環状アデノシン一リン酸（Cyclic adenosine monophosphate） 
・AoSMC：ヒト大動脈平滑筋細胞（Aortic smooth muscle cells） 
・BCA：ビシンコニン酸タンパク質定量法（Bicinchoninic acid assay） 
・CPC：細胞プロセッシングセンター（Cell processing center） 
・DAB：ジアミノベンジジン（3,3'-diaminobenzidine） 
・DMEM：ダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco's modified Eagle's medium） 
・DMSO：ジメチルスルホキシド（Dimethyl sulfoxide） 
・EDTA：エチレンジアミン四酢酸（Ethylenediaminetetraacetic acid） 
・EGF：上皮成長因子（Epidermal growth factor） 
・EMT：上皮間葉移行（Epithelial to mesenchymal transition） 
・ESD：（食道癌）内視鏡的切除術（Endoscopic submucosal dissection） 
・FBS：ウシ胎仔血清（Fetal bovine serum） 
・GAPDH：グリセルアルデヒド 3 リン酸脱水素酵素（Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase） 
・GMP：優良医薬品製造基準（Good manufacturing practice） 




・HSMM：ヒト骨格筋筋芽細胞（Human skeletal muscle myoblasts） 
・HUVEC：ヒト臍帯静脈内皮細胞（Human umbilical vein endothelial cells） 
・K：ケラチン（Keratin） 
・KCM：上皮細胞分化誘導培地（Keratinocyte culture medium） 
・LP：弱陽性（Low positive） 
・N：陰性（Negative） 
・NHDF：正常ヒト皮膚線維芽細胞（Normal human dermal fibroblast） 
・NHEK：正常ヒト表皮角化細胞（Normal human epidermal keratinocytes） 
・P：陽性（Positive） 
・PBS：リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered saline） 
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・PCR：ポリメラーゼ連鎖反応法（Polymerase chain reaction） 
・PIPAAm：ポリ(N-イソプロピルアクリルアミド)（poly(N-isopropylacrylamide)） 
・PIV：粒子イメージ流速計測法（Particle image velocimetry） 
・PDGF：血小板由来成長因子（Platelet-derived growth factor） 
・PDGF RKI：PDGF 受容体キナーゼ阻害剤（PDGF receptor kinase inhibitor） 
・PFA：パラホルムアルデヒド（Paraformaldehyde） 




（Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis） 
・SOP：標準作業手順書（Standard operating procedure） 
・TBS：トリス塩酸緩衝液（Tris-buffered saline） 
・TGF-β1：トランスフォーミング増殖因子 β1（Transforming growth factor beta1） 
・TGF-β1 RKI：TGF-β1 受容体キナーゼ阻害剤（TGF-β1 receptor kinase inhibitor） 
 































































 結合組織は主に Type I collagen からなる膠原繊維、線維芽細胞から成っており




のであり、Cadherin が重要な役割を果たしている。この Cadherin は Ca2+ととも
に細胞間接着に働くタンパク質であり[10]、Epithelial cadherin からこの名前が付
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ッコ変法イーグル培地（Dulbecco's modified Eagle's medium, DMEM）などの培地
に名を残している Eagle が中心となって、抗生物質のペニシリンとストレプトマ
イシンに加えて、細胞増殖に必要な栄養素である 6 種類の塩基[46]、13 種類のア
ミノ酸とグルコース[47, 48]、8 種類のビタミン[49, 50]、などを添加した培養液
が開発された。 











因子（Epidermal growth factor, EGF）については[53]、コロニー形成数とコロニー
の大きさで増殖能を明らかにするコロニーフォーミングアッセイにより最適濃
度が決められた[54]。また、コレラトキシンを添加すると環状アデノシン一リン

















































































 食道は口と胃の間に位置する器官で、長さは 25 cm、太さは 2—3 cm あり、上
部から頸部食道、胸部食道、腹部食道に分けられる。日本では食道癌によって
2009 年には 11713 人が死亡しており、悪性新生物死亡者数全体の約 3.4%を占め






期扁平上皮癌に対して内視鏡的粘膜下層剥離術（Endoscopic submucosal dissection, 
ESD）が考案された[90]。ESD は口腔から内視鏡を挿入し、先端に取り付けたナ
イフで粘膜下層から上皮癌を剥離する術式である。開腹手術に比べて傷が小さ
































 この 2 つの課題を解決するための、東京女子医科大学と長崎大学医学部の共
同研究として、東京から長崎へ輸送した細胞シートの安全性と広範囲 ESD 後の
細胞シート移植の有効性の評価を目的に「空輸した口腔粘膜上皮細胞シートを














 しかし、品質管理試験により、Candida albicans のコンタミネーションが確認
された症例があった。それまでの動物実験や、女子医科大学のみで実施した臨
床研究では Candida albicans がコンタミネーションした例はなかったが、患者の
口腔の性状は個人差があるため、今後も起こり得る問題点と考えられた。アム
ホテリシン B は、1.0 µg/mL 以上の濃度で Candida などの菌種の増殖を完全に阻
害する抗生物質として知られるが、哺乳類細胞の増殖も抑制してしまうため、
本プロジェクトにおける輸送液ならびに培養液には 0.27 µg/mL で添加していた。






























「シンプルな in vitro モデル実験系を確立し、接着後の重層扁平上皮細胞シート
の経時的変化ならびに挙動を詳細に解析する研究」を実施した（第三章）。 
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準作業手順書（Standard operating procedure, SOP）を事前に作成し、東京女子医
科大学ならびに厚生労働省の認可を経て、これに準じた手順で臨床試験が行わ
れている。 
 この SOP では、まず患者の既往歴を確認することが定められている。口腔粘
膜組織を採取する 2 週間前にはヒト免疫不全ウイルス、ヒト T 細胞白血病ウイ
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・健康かつ非喫煙者の 20 代の男女 4 人 
・ヒト口腔組織  凍結/パラフィンブロック（頬粘膜、歯肉、口唇、口蓋） 
（ABS151103512, Analytical biological services） 





・Laemmli sample buffer（161-0737, Biorad） 
・2-mercaptoethanol（131-14572, 和光純薬工業） 
・プロテアーゼ・ホスファターゼインヒビター（5872S, Cell signaling） 
・ブロッキング剤（ECL prime blocking agent; RPN418V, GE healthcare）または
（Nonfat dry milk; 9999, Cell signaling） 
・10% Tween 20 solution（161-0781, Biorad） 
・10x トリス緩衝生理食塩水（TBS; 170-6435, Biorad） 
・Dulbecco’s phosphate bufferd saline 10 ×（PBS; 11482-15, ナカライテスク） 
・発光基質（ECL prime western blotting detection system; RPN2232, GE healthcare） 
・ポリアクリルアミドゲル（NuPAGE® novex 4-12% bis-tris gel; NP0336, Thermo 
fisher scientific） 
・電気泳動バッファー（NuPAGE MES SDS running buffer; NP0002, Thermo fisher 
scientific） 
・分子量マーカー（Precision plus protein™ all blue standards; 1610373, Biorad） 
・ニトロセルロースメンブレン（iBlot® gel transfer stacks nitrocellulose; IB3010, 
Thermo fisher scientific） 
・10% Tween 20 solution (1610781, Biorad) 
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・HRP 標識二次抗体（Rabbit）（NIF824, GE healthcare） 
・HRP 標識二次抗体（Mouse）（NIF825, GE healthcare） 
 
免疫染色に使用した試薬（第三章でも使用） 
・ChemMate ENVISION キット/HRP(DAB)-ユニバーサル（K5007, Dako） 







・プロテアーゼ K（S3020, Dako） 
・4% パラホルムアルデヒド固定液（Paraformaldehyde fixative, PFA; 3311-1, 武藤
化学） 





・クリオスタット（Hyrax C50, マイクロ・エッジ・インスツルメント） 
・MAS コートスライドガラス（SMAS-01, 松浪硝子工業） 
・電圧調節装置（AE-8270 power station 500VC, Atto） 
・電気泳動装置（XCell surelock mini-cell, Invitrogen） 
・転写装置（iBlot™ゲルトランスファーシステム, Invitrogen） 















K1 34βB4 1/1000 1/100 NCL-CK1, Leica 
K2 Ks 2.342.7.4 1/1000 1/100 65191, Progen 
K4 6B10 1/1000 1/20 ab9004, Abcam 
K5 XM26 1/1000 1/100 NCL-CK5, Novocastra 
K6 Ks6.KA12 1/1000 1/100 sc-58735, Santa cruz 
K7 LDS-68 1/1000 1/50 C6417, Sigma 
K8 M20 1/1000 1/50 sc-52324, Santa cruz 
K9 Ks9.70/Ks9.216 1/1000 1/20 651104, Progen 
K10 LHP1 1/1000 1/50 NCL-CK10, Novocastra 
K12 N-16 1/1000 1/50 sc-17098, Santa cruz 
K13 1C7 1/1000 1/50 ab22685, Abcam 
K14 RCK107 1/500 1/50 sc-23878, Santa cruz 
K15 LHK15 1/100 1/100 sc-47697, Santa cruz 
K16 LL025 1/1000 1/20 ab8741, Abcam 
K17 EP1623 1/1000 1/100 ab109725, Abcam 
K18 CK-18 1/1000 1/50 ab82254, Abcam 
K19 RCK108 1/1000 1/100 M0888, Dako 









sc-8431, Santa cruz 
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ドデシル硫酸ナトリウム・ポリアクリルアミドゲル電気泳動 （Sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE）用の試薬である。この
Laemmli sample buffer にタンパク質の S—S 結合を切断する還元剤である
2-mercaptoethanol を 20 倍希釈になるように、プロテアーゼ・ホスファターゼイ
ンヒビターを 100 倍希釈になるようにそれぞれ加え、タンパク質抽出バッファ
ーとした。この調製したタンパク質抽出バッファーを 250 µL ずつ細胞に加えた。
DNA はタンパク質を繋ぎとめる働きがあるため、電気泳動の妨げになることが
多い。これを防ぐため、21 径注射針による DNA 剪断と 5 分間のソニケーション
を細胞試料に施した。剪断の際にできた気泡を 12000 rpm、1 分間、4℃の条件の
遠心によって除去した後、タンパク質を一本鎖のポリペプチド鎖へと変性させ















である HO-1-N-1 と口腔粘膜上皮癌細胞株の HSC-2 を用いて比較実験を行った。
また、ポジティブコントロール実験には、ヒト乳腺癌細胞株の MDA-MB-231、
ヒト表皮角化細胞株の HaCaT も用いた。HO-1-N-1 は DMEM と F-12 を 1：1 で
混合させた後、10%になるように FBS を加えた培地で培養した。HSC-2 と
MDA-MB-231、HaCaTは、FBS濃度を 10%に調製したDMEMを用いて培養した。


















 10%トリス塩酸緩衝液（Tris-buffered saline, TBS）と 0.1% Tween で作製した洗
浄用バッファー（TBS-T）と、この TBS-T にブロッキング剤を 2—5%の濃度に調
製し、ブロッキングバッファー溶液とした。 
 前節に記載した電気泳動後のゲルを、ニトロセルロースメンブレン上に静置





除去し、TBS-T で 2、2、15、5、5、5 分の計 6 回振盪洗浄した。1/10000—20000
の濃度になるように調製した HRP 標識二次抗体のブロッキングバッファー溶液
を調製し、メンブレンを浸して常温で 1 時間反応させた。続いて、上述と同様
の条件で 6 回の振盪洗浄を行った。二次抗体の HRP と反応する発光基質をメン










ットを用いて 5 μm の厚さで薄切し、MAS コートされたスライドガラスに転写
した。この凍結切片は室温で 1 時間風乾させた後、-80℃で保存した。また、パ
ラフィンブロックはミクロトームを用いて 5 µm の厚さで薄切し、MAS コート




 パラフィン切片の場合、パラフィンと親媒性があるキシレンに各 5 分間で 3
回、キシレンと親媒性がある 100%エタノールを各 2 分間で 4 回浸して、パラフ
ィンを除去し、組織が水和できるようにした。さらに、70%エタノールに各 2
分間で 2 回浸して水を徐々に浸透させた後、蒸留水に各 5 分間で 2 回浸して完
全に水和させた。パラフィン切片の場合、クエン酸バッファーを用いた 125℃、
30 秒の加熱処理または、6—10 分のプロテアーゼ K 処理によって抗原を賦活化さ





で各 5 分間、2 回洗浄した後、5%ロバ血清含有 PBS または専用のブロッキング
バッファーを滴下し、室温で 1 時間ブロッキングを行った。1%ロバ血清含有 PBS
またはブロッキングバッファーで所定の濃度に希釈した一次抗体を滴下し、4℃
で一晩反応させた。PBS で各 5 分間、3 回洗浄した後、1%ロバ血清含有 PBS で
1/1000 に希釈した二次抗体、または専用のキットを滴下し、室温で 1 時間反応
































Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lysis buffer に溶解させ、ビシンコニン酸タ
ンパク質定量法（Bicinchoninic acid assay, BCA）によってタンパク質量を定量し、
その後にブロモフェノールブルーやグリセロールを含む Laemmli sample buffer
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できる試薬（Pierce™ 660nm Protein Assay Reagent; 22660, Thermo fisher scientific）
































 ほとんどのケラチンは 12 番染色体と 17 番染色体上にあり[3]、はエピジェネ
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human epidermal keratinocytes, NHEK）細胞を用いて細胞シートを作製し、実験を
行った。 
 本研究ではまず、NHEK 細胞シートの移植に伴う動的な挙動を分子レベルで
正確に解析ができる in vitro モデルを確立し、接着後の運動を経時的に観察する
と共に、接着前および接着後のいくつかの時点でのタンパク質ならびに遺伝子



















・ヒト皮膚ケラチノサイト , 新生児（Normal Human Epidermal Keratinocyte- 
Neonatal, NHEK; 00192907, Lonza） 








・Nutrient mixture F-12 Ham（F-12; N4888, Sigma-aldrich） 
・Penicillin streptomycin（PS; 15140, Gibco） 
・FBS（S1650-500, Japan bioserum） 
・セルバンカー（CB011, 日本全薬工業） 
・トリプシン EDTA（T4174, Sigma-aldrich） 
・トリプシンインヒビター（CC-5002, Lonza） 












・Platelet-derived growth factor receptortyrosine kinase inhibitor III （PDGF RKI; 
sc-204173, Santa cruz） 
・TGF-β1 receptor kinase inhibitor（TGF-β1 RKI; 616451, Calbiochem） 
・Dimethyl sulfoxide (DMSO)（047-29353, 和光純薬工業） 
 
定量 PCR に使用した試薬 
・RNA 抽出キット（RNeasy Plus Mini Kit; 74134, Qiagen） 
・First strand cDNA Synthesis（NP100041, Origene） 
・TaqMan fast advanced master mix（4444557, Applied biosystems） 
・6-FAM dye-labeled TaqMan prove（Applied biosystems）以下詳細 
GAPDH: Hs99999905_m1, VIM: Hs00185584_m1, CDH2: Hs00983056_m1, FN1: 
Hs00365058_m1, TWIST1: Hs00361186_m1, CDH1: Hs00170423_m1, COL17A1: 





・6 ウェルプレート（353502, Falcon） 
・温度応答性インサート（セルシード） 
・スカルペル No.14（219AABZX00136000, フェザー安全剃刀） 
・シェーカー（Shake-XR, Taitec） 
・パラフィン包埋機（Tissue-Tek VIP, Sakura finetek） 
・パラフィンブロック作製機（EG1150 H, EG1150 C, Leica） 
・逆転写装置（iCycler, Biorad） 
・PCR 装置（7500 Real Time PCR System, Applied biosystems） 












Pan-cytokeratin AE1/AE3 1/100 ab27988, Abcam 
E-cadherin NCH-38 1/100 M3612, Dako 
β-catenin β-catenin 1/100 M3539, Dako 
Type I collagen - 1/400 ab34710, Abcam 
Integrin β1 - 1/100-200 4706, Cell signaling 
Integrin β4 - 1/200 4707, Cell signaling 
Integrin α2 EPR5788 1/400 ab133557, Abcam 
Integrin α5 - 1/400-500 4705, Cell signaling 
Type XVII collagen NC16A-3 1/30 ab79878, Abcam 
Laminin 5 - 1/100 ab14509, Abcam 
Ki67 MIB-1 1/100 M7240, Dako 
p63 4A4 1/50 sc-8431, Santa cruz 
Phospho-myosin light 
chain 2 (Thr 18/Ser 19)  
- 1/50 3674, Cell signaling 
Keratin 1 34βB4 1/100 NCL-CK1, Leica 
Filaggrin FLG01 1/100 
MA5-13440, Thermo fisher 
science  
N-cadherin D4R1H 1/100 13116, Cell signaling 









 GMP を準拠した試薬ではないが、既報と同様の培地（Keratinocyte Culture 
Medium, KCM）を調製した[5, 8]。KCM は商品として販売されていないため、実
験毎に以下の通りに調製し、2 カ月以内に使用した。まず、基礎培地 DMEM と
F-12 を 3:1 の割合で混合し、ここに、1% PS、5% FBS、ハイドロコルチゾン 0.4 
µg/mL、トリヨードチロニン 2 nM、コレラトキシン 1 nM、インスリン 5 µg/mL、








作製し、35 mm 培養皿一枚につき 2 mL ずつ注ぎ、37℃で 30 分以上インキュベ
ートしてゲル化させた。ゲル内にフィーダー細胞を添加する実験の場合（3.3.6）、
過去の上皮様組織作製の報告を参考にし、ヒト線維芽細胞（Normal human dermal 
fibroblast, NHDF）細胞、マウス線維芽細胞（3T3）、ヒト臍帯静脈内皮細胞（Human 
umbilical vein endothelial cells, HUVEC）、ヒト大動脈平滑筋細胞（Aortic smooth 
muscle cells, AoSMC）を 1 × 105 viable cells/mL の濃度で包埋させた[9]。また、
NHDF：AoSMC：HUVEC：ヒト骨格筋筋芽細胞（Human skeletal muscle myoblasts, 




 Imatinib、SB216763、PDGF receptor tyrosine kinase inhibitor III（PDGF RKI）、
TGF-β1 receptor kinase inhibitor（TGF-β1 RKI）は DMSO に溶かし、それぞれ、10 
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mM、5 mM、10 mg/mL、3.7 mM の濃度で保存し、最終濃度をそれぞれ、10 µM[10]、









 NHEK 細胞を 3000—5000 cells/cm2の密度で播種し、KGM-Gold を用いて、3—4
日間培養した。サブコンフルエントまで増殖した細胞をトリプシン EDTA によ
って剥離回収し、トリプシンインヒビターで反応を停止させた。セルバンカー
溶液に 1 × 106 cells/mL の濃度で分注し、-80℃で 1 日以上凍結させた後、-190℃
で保存した。なお、継代数が 2 を超えるあるいは 2 回以上凍結保存処理を行う
と細胞シートが作製できない場合があったことから、継代数は 1 あるいは 2 と
した。 
 まず、温度応答性インサートを 6 ウェルプレートに取り付け、3.2.2.1 で調製
した KCM を、6 ウェルプレートに 2.5 mL と温度応答性インサートに 1.5 mL 加
えた。トリパンブルーアッセイで細胞の生存率を確認した後、インサート上に
NHEK の生細胞を 3—4 × 104 cells/cm2の密度で播種し、細胞が均一に播かれてい
ることを位相差顕微鏡で確認した後、37℃で培養を開始した。サブコンフルエ
ントで一度培地交換を行い、コンフルエント後は毎日培地交換を行った。細胞
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 剥離直後の細胞シートや、接着後の細胞シートを PBS で 2 回洗浄した後に、
4% PFA にプロテアーゼ・ホスファターゼインヒビターを加えた固定溶液を滴下
し、4℃で 1 晩以上固定した。過固定を避けるため、PFA 固定期間は 2 週間以内
とした。PFA 固定後のサンプルは、水道水で 1—3 時間洗浄した後に、70%、80%、
90%、100%エタノールに各 1 時間浸して脱水した。この後、パラフィン包埋機







3.2.2.7 IHC Profilerによる免疫染色結果の定量化 
 
 免疫染色の結果を定量化するために、ImageJ プラグインの一つである IHC 
Profiler を用いた。この IHC Profiler は、対象画像の DAB 染色の強さを、自動的











 パラフィン切片の各試料について 15枚ずつの切片（切片の間隔は 20 µm以上）
にヘマトキシリン・エオシン（Hematoxylin-eosin, HE）染色を施し、核の角度を





 パラフィン切片の各試料について 15枚ずつの切片（切片の間隔は 20 µm以上）





で洗浄した。続いて細胞シート 1 枚から RNA 抽出キットを用いて Total RNA を
抽出した[5]。回収した Total RNA から逆転写をして cDNA を作製し、TaqMan プ
ローブおよび DNA 合成酵素を用いて定量 PCR を行った。インターナルコント
ロールとして GAPDH を用い、定量的解析を行った。 
 
3.2.2.11粒子イメージ流速計測法（Particle image velocimetry, PIV）に
よる NHEK細胞シート遊走挙動の定量解析 
 
 ImageJ プラグインの粒子イメージ流速計測法（Particle image velocimetry, 
PIV）を用いて、タイムラプス観察画像の連続した 2 枚の写真から pixel の変化
を読み込み、細胞シートの遊走挙動を解析した。顕微鏡画像における単位長あ
たりの pixel 数を測定した後（ImageJ, Set scale）、細胞が直線的に移動したとの仮





一つの細胞が、30 分間隔で撮影したタイムラプス画像の 2 枚の写真間で 10 pixel
移動したとする。また、pixel あたりの長さは pixel/micron で表示され、例えば
0.5 [pixel/micron]とすると、 
 
10 [pixel] ÷ 0.5 [pixel/micron] = 20 µm 
30 分間隔（0.5 h）で撮影したサンプルなので、遊走速度は 










































取り囲むような染色パターンを示した。β-catenin は E-cadherin の細胞内裏打ちタ
ンパク質であるとともに、Wnt/β-catenin シグナル伝達経路では重要な核内転写
因子の一つとして知られるが、免疫染色の結果、細胞シートおよびヒト上皮組
織試料で細胞間接着に寄与している発現パターンを示した。Type I collagen は線
維芽細胞などから生成され、生体で約 30%を占める主要な細胞外マトリックス
タンパク質として知られる。したがって、上皮細胞シートならびにヒト上皮組





わずかに差異があった。数種の Integrin と Type XVII collagen は細胞シートの基
底細胞の基底表面ならびに細胞間に発現していた。これらの基底層に発現する
タンパク質は、温度応答性インサートから剥離回収後も温存されていたことも
確認した。Ki67 と p63 は、上皮細胞シートの基底側の核内で発現が見られ、細
胞の増殖能や未分化性が維持されていることが示唆された。最も大きい分子量







図 3-3）。これらの発現パターンは上層と基底層に分けて、IHC Profilar によって









抗体名 HP P LP N   HP P LP N 
Pan-cytokeratin 52.0 17.3 17.4 13.3 
 
37.6 9.1 15.6 37.3 
E-cadherin 37.8 19.0 16.8 26.3 
 
28.8 17.1 20.8 33.2 
β-catenin 19.3 28.4 27.8 24.6 
 
1.9 9.7 40.4 48.1 
N-cadherin 0.0 0.0 2.2 97.8 
 
0.0 0.5 8.8 90.7 
Vimentin 1.3 7.1 22.1 69.5 
 
19.6 18.7 21.2 40.5 
Type I collagen 0.0 0.0 0.0 100.0 
 
0.0 0.0 1.8 98.2 
Integrin β1 1.0 3.9 8.6 86.5 
 
18.2 19.8 14.1 47.9 
Integrin β4 0.0 1.6 15.5 82.8 
 
10.3 17.9 30.5 41.4 
Integrin α2 0.6 5.1 16.8 77.5 
 
64.9 22.0 8.3 4.9 
Type XVII collagen 0.2 2.9 9.2 87.7 
 
63.5 24.2 6.9 5.4 
Laminin 5 0.0 1.2 24.4 74.3 
 
40.7 17.1 28.4 13.8 
K1 0.1 0.3 3.4 96.3 
 
0.0 0.0 1.6 98.4 
Filaggrin 7.2 11.0 23.1 58.8 
 
1.3 2.1 3.7 93.0 
Ki67 0.0 0.0 0.0 100.0 
 
19.6 13.2 19.9 47.2 
p63 25.7 13.0 20.1 41.2 
 
29.7 19.1 19.6 31.6 
Phospho-myosin light 
chain 2 (Thr 18/Ser 19)  
1.1 9.6 57.1 32.2   1.5 4.2 10.4 83.9 
HP: High Positive、P: Positive、LP: Low Positive、N: Negative。最終的な発現の強さを白抜き
で記載した。【[1]より改変・転載】 
 






















































3.3.3 コラーゲンゲルへの接着後の NHEK 細胞シートのタンパク質
発現パターンの変化 
 
 細胞シートをゲルに接着させてから 1 日後の切片を免疫染色によって解析す
ると、上層での発現パターンはほとんど変化がなかったが、基底層では発現パ
ターンに差異があった。細胞—細胞間接着を担う E-cadherin は、接着前において
基底層で Positive であったが（HP, 37.8%; P, 19.0%; LP, 16.8%, N, 26.3%）、接着 1
日後では Negative と判定された（HP, 0.2%; P, 1.2%; LP, 7.9%, N, 90.7%）。また、
β-catenin も接着前は（HP, 1.9%; P: 9.6%; LP, 40.4%; N, 48.1%）であったのに対し、




おり（HP, 37.5%; P: 24.9%; LP, 22.2%; N, 15.3%）、細胞間接着を解き、間葉系の
性質の一部が観察された。さらに、接着前は基底層で Negative と判定されたリ
ン酸化ミオシン（P-MLC）は（HP, 1.5%; P: 4.2%; LP, 10.4%; N, 83.9%）、接着後




 Type XVII collagen は接着前と接着後の両方で発現し、その部位もほとんど変
わらず、細胞基底層の基底表面ならびに細胞—細胞間に発現が見られた。一方、
接着前は基底表面ならびに細胞間に位置していた Integrin β4 は、発現のレベルは
接着の前後で変わらなかったものの（接着前: HP, 10.3%; P: 17.9%; LP, 30.5%; N, 
41.4%; 接着後: HP, 1.9%; P: 9.6%; LP, 40.4%; N, 48.1%）、接着後は細胞—コラーゲ
ンゲル間に位置し、細胞—コラーゲンゲル接着に働くことが示唆された。これら

















  HP P LP N   HP P LP N 
E-cadherin 28.7 17.2 20.8 33.2 
 
0.2 1.2 7.9 90.7 
β-catenin 1.9 9.6 40.4 48.1 
 
1.8 9.2 28.9 60.2 
Vimentin 19.6 18.7 21.2 40.5 
 
37.5 24.9 22.2 15.3 
Phospho-myosin light 
chain 2 (Thr 18/Ser 19)  
1.5 4.2 10.4 83.9 
 
0.5 8.4 35.0 56.1 
Type XVII collagen 63.5 24.2 6.9 5.4 
 
20.3 27.9 29.5 22.3 
Integrin β4 10.3 17.9 30.5 41.4 
 
12.9 18.7 30.9 37.5 
























































???? ??????????????? ???????????? ??????????????? ??????????








?????????????? ????????????????????? ??? ???????????????????




? ?????? ???? ?????????????????????????? ??????????
?????????????????? ? ?????????????? ? ??????
?????????? ??????????????? ???????????????????
?????????????????????????? ????????????????????? ?????
















30 分毎に 7 日間にわたって位相差顕微鏡を用いてタイムラプス撮影を行った。 
 接着初期段階である 0—2 日目では、前節と同様に細胞シートの縁からの遊走
細胞がほとんど観察されず、むしろ、細胞シート全体が後退する挙動が観察さ
れた（図 3-12a, b）。このタイムラプス観察結果から、Image J の PIV プラグイン
を用いて微小領域毎のベクトルマップを作成し細胞シートが動いた方向を示し





図 3-12. 接着 0—2 日目の細胞シートの遊走挙動。(a) 細胞シート接着 0 日目。(b) 細胞シー
ト接着 2 日目。黄色破線：0 日目の細胞シートの縁の位置。(c) PIV 解析による接着 0 日目の
細胞の遊走運動のベクトルマップ。細胞シートの遊走方向と距離および速さがそれぞれ矢
印の方向と長さおよび色で表記されている（速度：赤:30.0 µm/h; 橙: 26.7 µm/h; 黄: 20.0 
























































 細胞シート接着後 5—7 日目では収縮挙動がほとんど観察されなくなり、外方
向への遊走挙動がほとんどであった。さらに、基底細胞の遊走に同調して上層
も共に移動し、結果として細胞シート全体が動く挙動も観察された（図 3-15）。







図 3-15. 細胞シート遊走の経時的観察。(a) 接着 5 日目。(b) 接着 6 日目。黄色破線：細胞
シート基底層の縁。(c) PIV 解析による接着 6 日目の細胞の遊走運動のベクトルマップ。細
胞シートの遊走方向と距離および速さがそれぞれ矢印の方向と長さおよび色で表記されて
いる（速度：赤: 46.7 µm/h; 橙: 36.7 µm/h; 黄: 26.7 µm/h; 緑: 20.0 µm/h; 青: 10.0 µm/h; 紫: ≦
10.0 µm/h）。スケールバー：400 µm。 
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図 3-18. 線維芽細胞をゲルに包埋した条件での細胞シート遊走の経時的観察。(a) 接着 2 日
目。(b) 接着 3 日目。黄色破線：細胞シート基底層の縁。(c) PIV 解析による細胞の遊走運動
のベクトルマップの代表例。細胞シートの遊走方向と距離および速度がそれぞれ矢印の方
向と長さおよび色で表記されている（速度：赤: 66.7 µm/h; 橙: 53.3 µm/h; 黄: 40.0 µm/h; 緑: 
26.7 µm/h; 青: 13.3 µm/h; 紫: ≦13.3 µm/h）。スケールバー：400 µm。【[1]より改変・転載】 
 
 ゲルへ線維芽細胞を添加し共培養した細胞シートを免疫染色によって解析を
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 細胞シート接着後の免疫染色実験では、EMT の特徴とされる E-cadherin なら
びに β-catenin の減少が見られたことから、β-catenin がこの EMT 挙動に重要であ
り、Wnt/β-catenin 経路を介した EMT が起こったと考えられた[16, 17]。そこで、
Wnt/β-catenin 経路の阻害剤である Imatinib の添加や[10, 18]、促進剤である
SB216763 を加え[11]、各細胞シートの遊走挙動を観察した。この二つの試薬を
添加すると、どちらも遊走を抑制した（図 3-24）。 
 ここで Imatinib は Wnt/β-catenin 経路のみならず、PDGF 経路も阻害する試薬と
して知られているため、次にPDGF経路を仮定して、PDGF receptor kinase inhibitor
（PDGF RKI）を用いた実験も行ったところ、遊走能を顕著に抑制した。これら
のことから、Wnt/β-catenin 経路の促進剤で遊走能促進がなされなかったため、
Wnt/β-catenin 経路で EMT が起こっている可能性は低いと考えられた。一方で、
PDGF 経路の可能性は残っており、阻害剤の濃度の検討やシグナルの上流および
下流の因子をそれぞれ阻害する実験により詳細な知見が得られると期待される。 
 また、他の有名なEMT経路であるTGF-β1経路の阻害剤であるTGF-β1 receptor 
kinase inhibitor（TGF-β1 RKI）を加えた実験も同様に行ったが、細胞シートの縁
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 温度応答性インサートから剥離し、ゲルに接着前の NHEK 細胞シートの基底




胞シートでも Laminin 5 は基底層全体に発現が見られ、基底層細胞が分泌したこ
とが確認された。さらに、Integrin β4 は細胞間にも発現が見られた。Integrin が
細胞間の結合を担う分子機構の報告はほとんどないが、Integrin β4 は、上皮細胞
が分泌した Laminin 5 の受容体であるため[22, 23]、これを Integrin β4 が認識する



























































陽性となり、細胞間接着を担う E-cadherin や β-catenin が低下し（図 3-7）、EMT
に基づいた遊走能獲得を示した（図 3-8）。その後、経時的な位相差顕微鏡観察
と免疫染色により、遊走を先導する細胞では数種類の IntegrinならびにType XVII 
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Vimentin は EMT や細胞遊走を誘導する機能を持ったタンパク質でもあるため














 Partial EMT の各段階の詳細な定義にはさらなる研究が必要であるとされてい
るが、コラーゲンゲル内で上皮細胞は観察されず、本研究のモデル実験におい















































た in vitro モデル実験系を確立した。 
②重層扁平上皮細胞シートは接着後、基底層において上皮系と間葉系の中間程
度の性質である Partial EMT を起こすことを明らかにした。 
③経時的な位相差顕微鏡観察により、接着後の重層扁平上皮細胞シートでは収
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試験に留まっている[2]。本 in vitro モデルは、わずか１時間で細胞シートがシェ
ーカー振盪に耐えうる接着を確認することができ、簡便に移植能を評価する品
質管理試験として応用が出来得る。第二章で確立した簡便な口腔粘膜上皮の解











4.3.3 今後の課題②：細胞シートの Partial EMT機構の詳細な解析 
 
 重層扁平上皮細胞シートは基底層で創傷治癒に有効な Partial EMTが起こるこ
とを明らかにしたが、EMT がいつどのように誘導されたかは、定量 PCR や阻害
剤添加実験によっても全貌は明らかにならなかった。本研究では細胞シートの
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